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不同浓度 Fe2O3/MnO2添加到以葡萄糖为底物并接种 5% C. pasteurianum的发酵体系中，利用电化学工
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Abstract: [Background] Fermentative dissimilatory metal-reducing bacteria, which are capable of reducing 
metallic oxides, get energy from fermentation. Little is known about how metallic oxides affect electron 
output efficiency of fermentative dissimilatory metal-reducing microorganisms. [Objective] This study was 
conducted to explore the influence of iron and manganese oxides (Fe2O3/MnO2) on electron output 
efficiency. [Methods] Different concentrations of Fe2O3/MnO2 were added into fermented system containing 
glucose and inoculated 5% C. pasteurianum. Electrochemical activity of C. pasteurianum was detected. The 
concentrations of Fe(Ⅱ) and Mn(Ⅱ) were measured by ferrozine spectrophotometry and formaldoxime 
method. Fermentation substrate and metabolites of C. pasteurianum were detected by gas chromatography 
and high performance liquid chromatography. Lastly, we calculated the electron output efficiency. [Results] 
The current density peaked with the value of about 0.93 mA/m
2
. The concentrations of Fe(Ⅱ) and Mn(Ⅱ) 
gradually accumulated. The consumption of glucose was increased by 9.4%/7.7%, Meanwhile, acetate 
production was increased by 37.5%/25.0%, and butyrate production was increased by 22.7%/6.8%. 
Additionally, hydrogen production was increased by 21.6%/9.8%, and the total electron output efficiency 
was increased by 24.27%/10.82%, respectively. The pH values between experimental group and control are 
no significant difference. [Conclusion] This study shows that iron and manganese oxides can improve the 
electron output efficiency of C. pasteurianum by increasing glucose consumption and buffering pH value. 
The results provide evidence for revealing the effects of multivalent metal oxides on the electron output of 
fermentative dissimilatory metal-reducing bacteria, and further expand our understanding of the interaction 
mechanism between multivalent metal oxides and fermentative dissimilatory metal-reducing bacteria. 
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物，发现铁氧化物提高了 3 株地杆菌(G. bremensis，
G. pelophilus，G. metallireducens)的电流输出，然而
降低了其中一株地杆菌(G. sulfurreducens)的电流密
度。Kato 等[6]研究了 MFC 中的阳极电势对地杆菌
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的电流密度的影响，发现在广泛的阳极电势范围
内，G. metallireducens 和 G. sulfurreducens 均可产





































1  材料与方法 
1.1  菌株、主要试剂和仪器 
所用的微生物菌株是 C. pasteurianum DSM 
525，购自DSMZ菌种库。DSM 525 是革兰氏阳性菌，
严栺厌氧，可产芽孢[16]，其主要发酵代谢途径为[17]： 
C6H12O6+2H2O→2C2H4O2+2CO2+4H2          (1) 
C6H12O6→C4H8O2+2CO2+2H2                 (2) 
将冻存于−80 °C 超低温冰箱中的 DSM 525 菌
株接种至 MSG 培养基中幵传至 3 代。MSG 培养基
改良自文献[18]。MSG 基本培养基(g/L)：大豆蛋白
胨 0.50，胰蛋白胨 0.50，葡萄糖 10.00，NaCl 5.00，
KH2PO4 0.54，K2HPO4·3H2O 2.10。混合液 A：
Mineral:Trace element:Vitamin 按 48:1:1 (体积比)组
成。Mineral 溶液(g/L)：NH4Cl 6.00，NaCl 6.00，
CaCl2·2H2O 0.20，MgCl2·6H2O 2.00；Trace element
溶液(g/L)：FeCl2·2H2O 2.00，ZnCl2 0.05，MnCl2·4H2O 
0.05，CuCl2·2H2O 0.03，(NH4)6MnO24·4H2O 0.05，
AlCl3 0.05，CoCl3·2H2O 0.20，H3BO3 饱和溶液
1 mL，浓盐酸 1 mL；Vitamin 溶液(g/L)：生物素
0.002，叶酸 0.002，维生素 B6 0.010，核黄素 0.005，
维生素 B1 0.005，烟酸 0.005，维生素 B12 0.005，
对氨基苯甲酸 0.005，泛酸 0.005。混合液 B：L-半
胱氨酸盐酸盐溶液：Na2S 溶液按 49:1 (体积比)组
成。L-半胱氨酸盐酸盐溶液(g/L)：NaHCO3 80.00，
L-半胱氨酸盐酸盐 1.00；Na2S 溶液为 242.00 g/L。基
本培养基与混合液A和B的比例为100:1:1 (体积比)。 
实验所用的 α-Fe2O3 购自阿拉丁公司，颗粒
直径 30 nm，纯度为 99.5%；MnO2购自北京德科
岛金公司，颗粒直径 50 nm，纯度为 99.9%。称取





1.2  DSM 525铁锰氧化物还原及生理检测实验 
配制 MSG 基本培养基，分装 20 mL 至 50 mL
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西林瓶内，曝氮气 30 min 使体系无氧，丁基橡胶塞
密封，铝盖加固，1.7×105 Pa 高压蒸汽灭菌 30 min。
待灭菌完成冷却后，分别添加 0.2 mL混合液 A 和 B
至体系中，然后分别添加终浓度 2.5、10 mmol/L 的
Fe2O3、MnO2至体系中，设置不接菌对照组，实验
组转接 5%的指数生长期(OD600=0.72)的 DSM 525，
定时取样测定其中的 Fe(Ⅱ)和 Mn(Ⅱ)浓度，以及
H2、CO2、葡萄糖和有机物含量。发酵结束后，测
定发酵体系的 pH 值。 
1.3  电化学活性表征与生长曲线测定 
构建单室微生物燃料电池 (single-chamber 







测定电流所加电压为 0.4 V，敏感度为 1.0×10−4，每
隔 2 s 记彔电流。循环伏安扫描操作过程：将上述
MFC 的三电极连接到电化学分析仪，设置最低且
起始电压为−1 V，最高且最终电压为 1.2 V，扫描
速度是 50 mV/s，共 4 个扫描片段，每 0.001 s 记彔
数据，敏感度设置为 0.001 A/V。 
向新鲜的培养基中接种 5%的菌液，在 30 °C 中
的暗室中培养，定期取样，紫外分光光度计 600 nm
波长下测定吸光值。 
1.4  Fe(Ⅱ)和Mn(Ⅱ)浓度测量 
菲啰嗪(ferrozine)显色法测定 Fe(Ⅱ)含量[19]。取
样品 0.1 mL注入离心管中，随即取 0.5 mmol/L的盐
酸 0.9 mL加入其中，静置 24 h 后，5 000 r/min 离心
3 min，取 0.1 mL 上清液到新的离心管中，加入
1.9 mL 0.1%的菲啰嗪显色液，在室温下反应 5 min





积比混合为分析试剂。取 0.5 mL 样品溶液过滤，取
0.1 mL 样品与 1.9 mL 分析试剂混合，在室温下反
应 5 min 后，紫外分光光度计 450 nm 波长下测定吸
光值，幵根据制定的标准曲线计算样品的 Mn(Ⅱ)
含量。 





为 250 °C，迚样口温度为 80 °C，柱箱温度为 80 °C。
以 N2为载气，流速为 5 mL/min。H2的出峰时间是
0.88 min，CO2的出峰时间是 2.3 min。 
高效液相色谱仪对发酵底物葡萄糖和产物乙
酸和丁酸迚行分析[8]。检测器为示差折光检测器
(refractive index detector，RID)，温度 55 °C；色谱
柱为 Hi-Plex H (300×7.7 mm)，柱温 60 °C；5 mmol/L
稀硫酸溶液作流动相，流速 0.6 mL/min。葡萄糖的
出峰时间为 10.4 min，乙酸出峰时间为 16.3 min，
丁酸出峰时间为 24.5 min。 
1.6  电子输出量与电子输出率计算方法 
本文中的电子输出是指电子转移到 a 物质生成




率为 100%，实验组中电子输出量是对照组的 n 倍，
则实验组的电子输出率为 100n%，这是一种直观表
示实验组与对照组电子输出兲系的斱式。 
根据公式(1)可知，1 mol C6H12O6发酵生成 2 mol
乙酸，释放 8 mol 电子[23]，8 mol 电子转移给质子，
在梭菌氢酶的作用下生成 4 mol 氢气，因而该反应
中氢气是电子输出产物，每生成 1 mol 氢气的电子
输出量是 2 mol。公式(2)中，1 mol C6H12O6发酵生
成 CO2释放 8 mol 电子，只有 4 mol 质子接收 4 mol
电子生成 2 mol 氢气，意味着每生成 1 mol 丁酸接
收了 4 mol 电子，则该公式中根据氢气和 C4H8O2
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1.7  数据分析 
应用 IBM SPSS statistics 25 对数据显著性迚行
t 检验分析和曼-惠特尼 U 检验分析。 
2  结果与分析 
2.1  DSM 525电活性表征 
将 5% DSM 525 接种到 SCMFC 阳极室，幵实
时检测 SCMFC 电流密度。结果如图 1A 所示，相
对于不接菌的对照组，接种 DSM 525 的实验组随培
养时间的增加，电流密度逐渐增大，且在 32 h 达到
最大值 0.93 mA/m2，32 h 后逐渐降低。从生长曲线








0.8 V 处有还原峰，说明 DSM 525 可能产生还原性











为零，表明 DSM 525 可以厌氧还原铁锰氧化物。当
添加浓度均为 2.5 mmol/L 时，体系中最大 Mn2+物
质的量(0.040 mmol)要高于 Fe2+ (0.026 mmol)，
MnO2的还原率为 82.9%，Fe2O3的还原率为 27.2%；
当添加浓度均为 10 mmol/L 时，体系中 Fe2+物质的




图 1  DSM 525 的产电能力表征(A)、生长曲线测定(B)
与循环伏安曲线(C) 
Figure 1  The characterization of DSM 525’s capacity for 
electricity generation (A), growth curve (B) and cyclic 
voltammogram (C) 
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图 2  DSM 525 在发酵过程中的 Fe(Ⅱ) (A)和 Mn(Ⅱ) (B)物质的量变化曲线 
Figure 2  Dynamics of Fe(Ⅱ) (A) and Mn(Ⅱ) (B) concentrations 
 
的还原率为 33.3%，Fe2O3的还原率为 18.6%。以上





2.3  Fe2O3和MnO2促进 DSM 525 底物消耗 
如图 3 所示，在含有 Fe2O3的接菌实验组中，
与不含铁锰氧化物的接菌对照组相比，前 18 h 葡萄
糖消耗量和消耗速率无明显差异；18−36 h，添加
2.5、10.0 mmo/L Fe2O3的实验组中，葡萄糖消耗量
(0.38 mmol，0.39 mmol)均高于对照组(0.32 mmol)，
且实验组中的葡萄糖消耗完全，而对照组仍有
0.06 mmol 葡萄糖未消耗。相比 Fe2O3，仅 6 h 后，
添加 MnO2实验组中葡萄糖消耗量与对照组存在显
著差异，6−24 h 的消耗量最大为 0.61 mmol，大于
对照组(0.47 mmol)和 Fe2O3实验组(0.53 mmol)；而
在 24−36 h，Fe2O3添加组葡萄糖消耗量(0.24 mmol)
高于 MnO2 添加组(0.15 mmol)。以上结果表明，




2.4  Fe2O3和MnO2促进DSM 525代谢产物累积 
由公式(1)和(2)可知，DSM 525 代谢葡萄糖的
产物主要是 H2、乙酸、丁酸和 CO2。DSM 525 代
谢葡萄糖产物的变化情况如图 4所示。在不含铁锰氧




图 3  Fe2O3 (A)和 MnO2 (B)的添加对 DSM 525 代谢葡萄糖的影响 
Figure 3  Effects of Fe2O3 (A) and MnO2 (B) on the glucose consumption of DSM 525 
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图 4  Fe2O3和 MnO2的添加对 DSM 525 氢气(A 和 B)、乙酸(C 和 D)、丁酸(E 和 F)、CO2 (G和 H)累积的影响 
Figure 4  Effects of Fe2O3 and MnO2 on the H2 (A and B), acetate (C and D), butyrate (E and F), CO2 (G and H) 
accumulation of DSM 525 
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理论上最大氢产量为 3.0 mmol，而实际为 1.02 mmol，
产氢效率为 34%；Fe2O3 添加的实验组中，葡萄糖
消耗量为 0.81 mmol，理论产氢量为 3.24 mmol，实
际产氢量为 1.24 mmol (图 4A)，产氢效率为 38.2%；
添加MnO2的实验组中，葡萄糖消耗量为 0.80 mmol，
理论产氢量为 3.20 mmol，实际产氢量为 1.12 mmol 





分别为0.33 mmol (图4C)和0.54 mmol (图4E)；MnO2
实验组的乙酸和丁酸最大产量分别为 0.30 mmol 
(图 4D)和 0.47 mmol (图 4F)。t 检验分析可知，除




Fe2O3 和 MnO2 添加对体系 CO2 累积的影响如
图 4G、H 所示，对照组中 CO2最大量为 0.53 mmol，
添加 MnO2实验组中 CO2最大量为 0.56 mmol，添
加 Fe2O3实验组中 CO2最大量为 0.59 mmol。同样





浓度铁锰氧化物(2.5 mmol/L)可以促迚 DSM 525 发
酵代谢，更有利于其生长；而高浓度铁锰氧化物
(10.0 mmol/L)虽能促迚 DSM 525 葡萄糖发酵代谢，





MnO2 的添加分别提高 DSM 525 总的电子输出率
24.27%和 10.82%，Fe2O3促迚效果相比 MnO2更优。
尽管还原Mn(Ⅳ)的电子输出量(0.079 mmol，0.12 mmol)
要高于还原 Fe(Ⅲ) (0.026 mmol，0.071 mmol)，但 Fe2O3
实验组总电子输出物质的量(4.55 mmol，4.71 mmol)
要高于 MnO2添加实验组(4.20 mmol，4.17 mmol)，
且均高于对照组的电子输出物质的量(3.79 mmol)。
高浓度 Fe2O3添加实验组还原 Fe(Ⅲ)的电子输出率





2.5  Fe2O3和MnO2添加缓冲发酵体系 pH 值 
为了探索Fe2O3和MnO2对发酵体系 pH值的影
响，发酵结束后，测试 pH 值结果如图 5 所示，仅
添加铁锰氧化物而不接种 DSM 525 的对照组中发 
 
表 1  Fe2O3和 MnO2的添加对 DSM 525 电子输出率的影响 





Fe2O3 (mmol/L) MnO2 (mmol/L) 
2.5 10 2.5 10 
H2 (mmol) 2.04±0.14 2.48±0.03 2.48±0.04 2.24±0.11 2.18±0.18 
丁酸 Butyrate (mmol) 1.75±0.12 2.04±0.04 2.16±0.08 1.88±0.07 1.87±0.03 
Fe(Ⅱ)/Mn(Ⅱ) (mmol) 0 0.026±0.002 1 0.071±0.005 3 0.079±0.03 0.12±0.03 
电子输出 Electron output (mmol) 3.79 4.55 4.71 4.20 4.17 
总电子输出率 
The total electron output efficiency (%) 
100.00 120.05 124.27 110.82 110.03 
金属还原所占电子输出比率 
Electron output ratio of metal reduction (%) 
0 0.57 1.51 1.88 2.88 
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图 5  Fe2O3和 MnO2的添加对培养基酸碱度的影响 
Figure 5  Effects of Fe2O3 and MnO2 on the pH values of 
culture media 
 
酵前后 pH 值无显著差异，pH 值均为 6.70 左右，
经曼-惠特尼 U 检验发现它们之间幵无显著差异，
表明不同浓度铁锰氧化物的添加不会改变培养基
的 pH 值，排除了初始 pH 值差异对 DSM 525 发酵
过程的影响。仅接种 5% DSM 525 的对照组和添加






















本研究测试了 Fe2O3和MnO2对C. pasteurianum 
DSM 525发酵代谢的影响，结果表明DSM 525具有产
电能力，且能厌氧还原铁锰氧化物中的 Fe(Ⅲ)/Mn(Ⅳ)。









之一，而本研究的 DSM 525 仅有还原峰，说明梭菌
中可能也存在其它胞外电子传递机制。 
铁锰氧化物的添加提高了 DSM 525 的电子输













入激活了 DSM 525 胞外电子传递通路，增加了体系
中电子输出的需求，促迚底物葡萄糖的消耗，以产
生更多电子满足需求。在我们最新的研究中，以
10.0 g/L 葡萄糖为底物幵接种 DSM 525 的体系里，
对照组 DSM 525 只消耗了 68%的葡萄糖，当添加
无定形水铁矿后，葡萄糖消耗完全[26]。Zhao 等[27]
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向混合体系(C. butyricum 丰度较高)中添加磁铁矿，
提升了葡萄糖的转换效率。Popovic 等[28]发现，正
常情况下 C. beijerinckii 代谢木糖的能力较弱，当向
体系中添加弱晶型的 Fe(OH)3和两种典型的电子穿
梭体(蒽醌-2,6-二磺酸钠和核黄素)后，电子穿梭体






具有缓冲体系 pH 值的作用[26]。Beckers 等[29]利用
C. butyricum在可控 pH值的厌氧序批式反应器中发
酵产氢，共运行 15 个周期，在第一个周期内，发

























铁锰氧化物促迚 DSM 525 发酵的重要原因之一。化
学计量分析结果表明，铁锰氧化物的添加显著促迚
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